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Abstract
Viral Encephalopathy and Retinopathy (VER) is a fish disease caused by nodaviruses included in the Betanodavirus genus. This disease
has been a major obstacle for the aquaculture industry since these viruses affect to more than 30 marine fish species, and its control is
based on the viral detection in asymptomatic specimens. Present study describes a SYBR Green I Real-Time PCR procedure for VNNV
detection from several organs of seabass, solé and gilt-head seabream, either diseased or asymptomatic specimens. The sensitivity of
this technique was lO^TCIDsoml '.The newly designed primers allow for the specific detection of nodavirus isolates belonging to the
RGNNV and SJNNV genotypes.
Justificación
La enfermedad de la Necrosis Nerviosa Vírica (NNV) ocasionada por un betanodavirus (familia Nodavirídae)
ha sido considerada como una gran amenaza para la acuicultura, afectando a más de 30 especies mari-
nas de peces, entre ellas, la dorada (Sparus aurata), la lubina (Dicentrarchus labratf (Munday et al., 2002}
y, más recientemente, el lenguado senegalés (Solea senegalensis) (Thiery etal., 2004). El objetivo de es-
te estudio ha sido el desarrollo de un sistema de PCR a tiempo real relativa para detectar betanodavirus
pertenecientes a los genotipos SJNNV y RGNNV.
Material y Métodos
Se analizaron larvas de lubina (04) y dorada (B3) asintomáticas, y homogeneizados de cerebro, ojos, órga-
nos internos y aletas de lubinas sintomáticas (5PG13) y doradas asintomáticas (PG75), procedentes de la
costa mediterránea de Túnez (todas ellas previamente caracterizadas como RGNNV), además de lenguado
(Solel) de la costa atlántica de España, y un aislado SJ-iso1 previamente caracterizados como SJNNV. La
extracción de ARN total se llevó a cabo empleando el sistema comercial Micro-to-Midi-Total RNA Purifica-
tion System (Invitrogen), y la síntesis de ADNc se realizó con el kit SuperScript first strand synthesis system
for RT-PCR (Invitrogen). Para la PCR a tiempo real, se utilizó el ¡Q SYBR Green Supermix kit (BioRad), siguien-
do las especificaciones de la casa comercial. Como parejas de cebadores, se diseñó la pareja NodaS F/R (F:
5'-CGGATACGTTGTTGTTGACG-3'; R: 5'-CTAGCAGCGTGTCCCAGTC-3'), para la detección de un fragmento de
65 pb del extremo 5' del segmento ARN2; y se evaluaron los cebadores p-actin F/R (García-Rosado et al.,
2008) y Q-18S1/2 (Dalla Valle etal., 2005), para la detección de p-actina yARNr 18S, respectivamente, co-
mo genes de referencia. El programa de amplificación fue el siguiente: 95°C 3 min, 40 ciclos de PCR (15 s
a 94°C, 30 s a 58°C y 30 s a 72°C). Se incluyeron controles negativos (agua-DEPC). Para la normalización
de los resultados se utilizó la relación entre los valores CT medios obtenidos con NodaS F/R y p-actin F/R.
La sensibilidad se evaluó utilizando el aislado de lubina 5PG13 (título inicial, 108TCID50 mi'1). Este mismo
aislado se utilizó para la generación de curvas de calibración con las parejas de cebadores NodaS F/R y p-
actin F/R, empleando diluciones de ADNc desde 1,5x10 a 1,5x10'4ng uM. La variación intra-ensayo se
determinó por la desviación estándar (SD) obtenida de la media de tres réplicas incluidas en tres rangos
de la curva de calibración (1,5,1,5x10'1,1,5x10'2ng ul'1). La variación inter-ensayo se determinó por la
SD máxima de los valores medios de dos experimentos independientes. El coeficiente de variación (CV) se
calculó como la relación entre SD y media de las medidas de las réplicas.
Resultados y Discusión
Skliris etal. (2001) sugirieron que diferentes genotipos de nodavirus podrían coexistir en una misma zona
geográfica. Por este motivo, se han diseñado los cebadores NodaS F/R en una región conservada del ex-
tremo 5' del ARN2, detectando nodavirus pertenecientes a los genotipos SJNNV y RGNNV.
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Las curvas de calibración dieron pendientes de -3,239±0,06 y -3,257±0,03 que indicaron eficiencias de
101,9±0,14% y 101,25±1,06% para las reacciones de amplificación del ARN2 y de la p-actina, respecti-
vamente. Las variaciones intra-ensayo fueron entre 0,27-0,56% (ensayo 1) y 0,98-1,86% (ensayo 2) para
elARN2,y entre 0-0,73% (ensayo 1) y 0,52-1,77% (ensayo 2) para la p-actina. Las variaciones inter-en-
sayo oscilaron entre 0,27-1,86% para el ARN2, y entre 0-1,77% para la p-actina.
La técnica desarrollada permitió la detección de betanodavirus en tejido nervioso (cerebro y ojos), así co-
mo en órganos internos (hígado, bazo y riñon) y aletas, además de larvas de las distintas especies anali-
zadas. La presencia de este virus en branquias y/o órganos internos ha sido descrita previamente (Grot-
mol et al., 1999; Grove et al., 2003). Además, la obtención de un valor de Tm en el análisis de las curvas
de disociación al emplear los cebadores Noda5 F/R y p-actin F/R (85,5 y 83,5°C, respectivamente) demos-
tró la especificidad de los mismos, descartándose los cebadores Q-18S1/2 al dar dos valores de Tm (82 y
85,5°C). El límite de sensibilidad obtenido (10'2TCID50 ml-1) permitiría su aplicación en la detección de por-
tadores asintomáticos en los que el título viral puede ser relativamente bajo.
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